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·研究报告·
肠润方对功能性便秘大鼠结肠黏膜AQP3、AQP9
表达的影响
耿学斯1，罗春华1，肖秋平1，袁媛1，赵斌1，张志谦1，聂明1，叶社房2
（1福建中医药大学附属厦门市中医院，厦门  361009；2厦门大学材料学院，厦门  361005）
摘要：目的：观察肠润方对功能性便秘模型大鼠结肠黏膜AQP3、AQP9表达的影响，探究其调控AQP3、
AQP9表达的分子机制。方法：60只SD大鼠随机分为空白组、模型组、阳性对照组（麻仁丸组）、肠润方组、肠
润方联合P38MAPK抑制剂SB203580组。用复方地芬诺酯制造大鼠便秘模型，采用免疫组织化学及实时荧光定量
PCR（qRT-PCR）检测大鼠便秘模型近端及远端结肠黏膜AQP3、AQP9的表达；Western Blot检测信号传导通路相
关分子P38MAPK及P-P38MAPK的表达。结果：造模成功后，模型组近端结肠黏膜AQP3表达较空白组明显上升，
而远端结肠黏膜AQP9表达较空白组明显下降（t值分别为3.148和7.069，P值均<0.01）；经肠润方及麻仁丸治疗
后，近端结肠黏膜AQP3表达下降，而远端结肠黏膜AQP9表达上升，与模型组比较，差异均有统计学意义（t值
分别为3.175和9.31，P值均<0.05）；各组间远端结肠黏膜AQP3表达及近端结肠黏膜AQP9表达比较，差异均无
统计学意义（F值分别为1.639和2.544，P值均＞0.05）。肠润方联合P38MAPK抑制剂SB203580治疗后，近端结
肠黏膜AQP3 mRNA水平显著上升（t=5.922，P<0.01）；而远端结肠黏膜AQP9 mRNA水平显著下降（t=4.038，
P<0.01）；P-P38/P38蛋白相对表达水平显著下降（t=19.419，P<0.01）。结论：肠润方对便秘模型大鼠的通便作
用是通过抑制近端结肠AQP3表达及促进远端结肠AQP9表达来实现的，其调控机制可能与激活P38磷酸化，进而激
活P38MAPK信号通路有关。
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AQP3 and AQP9 in colon mucosa of functional constipation rats
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Abstract: Objective: To observe the effect of Changrun Formula on regulating expression of AQP3 and AQP9 in colon 
mucosa of functional constipation rats, and investigate the molecular mechanism of expression of AQP3 and AQP9. Methods: 60 
SD rats were randomly divided into 6 groups, including model group, blank control group, positive control group (Maziren Pill 
group), Changrun Formula groups. The functional constipation rat models were established by using compound diphenoxylate. 
The expression of AQP3, AQP9, P38MAPK, and AKT in the proximal and distal colonic mucosa of model rats was tested by 
using immunohistochemical and Western Blot. Results: The expression of AQP3 in the proximal colon mucosa of the model 
group was significantly higher than that of the blank group (P<0.01), while the expression of AQP9 in the distal colonic mucosa 
was significantly lower than that in the blank group (t=3.148 and 7.069, P<0.01); The expression of AQP3 in the proximal colon 
mucosa decreased and the expression of AQP9 in the distal colon mucosa increased compared with the model group (t=3.175 and 
9.31, P<0.05). There was no significant difference in the expression of AQP3 between proximal colon mucosa and AQP3 in distal 
colonic mucosa (F values were 1.639 and 2.544, P>0.05). The level of AQP3 mRNA in proximal colonic mucosa was significantly 
increased (t=5.922, P<0.01), and AQP9 mRNA was significantly decreased in distal colonic mucosa (t=4.038, P<0.01); The 
relative expression of P-P38/P38 protein was significantly decreased (t=19.419, P<0.01). Conclusion: The therapeutic action of 
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功能性便秘（function constipation，FC）是指缺乏器质性病
变，没有结构异常或代谢障碍，又排除肠易激综合征的慢性便
秘。其病因及病理机制尚不明确，是消化系统难治性疾病之一。
水通道蛋白（aquaporin，AQP）是20世纪90年代初发现
的能够特异转运水的一组蛋白，迄今为止已发现了13种AQP
（AQP0-AQP12）存在于哺乳动物组织中，其分布、功能及调节
因素各异[1]。近年研究表明，某些AQP可通过影响结肠对水分
的过度吸收和（或）肠液分泌减少，从而参与便秘的发生[2]。
中药复方肠润方是耿学斯教授在长期临床实践基础上总
结出的经验方，主要用于治疗功能性便秘。长期临床研究观察
显示，中药复方肠润方治疗功能性便秘近期有效率达90.0% [3]。
为了进一步阐述其疗效机制，本研究在前期临床研究的基础上
对药效进行研究，探讨中药复方肠润方治疗功能性便秘的作用
机制。
在本研究中，我们选择了AQP3及AQP9作为本实验研究的
观察指标，通过建立实验动物模型，运用免疫组化、RT-PCR
及Western Blot等方法，从分子水平定位及定量分析了AQP3及
AQP9的表达与功能性便秘的关系以及肠润方与AQP3及AQP9
表达的关系。此外，我们进一步通过检测信号传导通路关键蛋
白P38MAPK的表达，探究肠润方调控AQP3及AQP9表达的分
子机制，从而初步阐明了肠润方治疗功能性便秘的分子机制。
材料
1. 药品与试剂 复方地芬诺酯：由哈药集团三精制药股份
有限公司提供，批号：1203010。麻仁丸：由湖北诺得胜制药有
限公司提供，批号：130302。肠润方：玄参15g，麦冬15g，炒白
术20g，槟郎15g，火麻仁15g，枳实15g。肠润方水煎剂：将95g
生药饮片浸泡于100mL蒸馏水中6h后回流煮沸30min，滤出药
液，再加入100mL蒸馏水同法煮沸30min，过滤。将两次得到的
滤液混合并浓缩至47.5mL，得到200%肠润方水煎液。每升药
液相当于2g生药饮片。用蒸馏水稀释100%及50%的溶液备用。
SB203580（P38MAPK抑制剂）购自杭州碧云天生物技术研究
所。兔抗鼠AQP3多克隆抗体、鸡抗鼠AQP9多克隆抗体及羊抗
鸡IgG抗体购自Abcam公司。
2. 动物 健康SD大鼠60只，雌雄各半，体质量156-223g，由
厦门大学实验动物中心提供，饲料、垫料来源同上，饲养室温度
20℃-25℃，湿度45% -55%。许可证号：SCXK（闽）2013-0001。
方法
1. 分组  60只健康SD大鼠正常喂养和观察1周后，称体质
量随机分为空白组、模型组、麻仁丸组、肠润方组、肠润方及
P38MAPK抑制剂SB203580（肠润方+SB）组，每组分为12只，自
由摄食，自然光照，并定时清洁、消毒。
2. 造模方法 模型制作按Zhi H等[4]造模方法略做改进，
即空白组每日灌胃给予0.9%氯化钠溶液0.2mL/10g，其余各组每
日灌胃给予复方地芬诺脂10mg·kg-1·d-1，连续灌胃，7d为1个疗
程，疗程间停药1d，2个疗程后于末次给药后30min空白组和模
型组大鼠分别以0.2mL/20g的墨汁灌胃，从给墨汁开始记录两
组大鼠的首粒黑便的排出时间、6h内的排便粒数和大便性状，
记录结果，用SPSS 19.0统计软件进行分析，确立便秘模型的成
功复制。
3. 治疗方法  ①空白组：不造模，蒸馏水2.2mL/次，2次/d
灌胃，7d为1个疗程，2个疗程后取材；②模型组：确定造模成功
后，蒸馏水2.2mL/次，2次/d灌胃，7d为1个疗程，2个疗程后取
材；③麻仁丸对照组：确定造模成功后，规格为0.6g/粒的麻仁丸
按成人（60kg）日服计量2.4g换算成SD大鼠剂量0.3g·kg-1·d-1，
用0.9%氯化钠溶液制成悬浊液2.2mL/次，2次/d灌胃，7d为1个
疗程，治疗2个疗程；④肠润方组：肠润方水煎液，每毫升药液
相当于1g生药。根据《中药药理实验方法学》计算出中药人鼠等
效剂量，按成人（60kg）日服剂量95g换算成SD大鼠22g·kg-1·d-1 
（14倍等效），确定造模成功后，肠润方药液2.2mL/次，2次/d灌胃，
7d为1个疗程，治疗2个疗程后取材；⑤肠润方+SB组：确定造模
成功后，于肠润方药液灌胃（方法同肠润方组）前1h腹腔注射
SB203580 1mg·kg-1·d-1，7d为1个疗程，治疗2个疗程后取材。
4. 标本采集　各组灌胃给药两个疗程后，禁食不禁水12h，
3％戊巴比妥钠麻醉后，由腹正中切口入腹，截取近端及远端结
肠肠管各2cm，分成3份，2份用0.9%氯化钠溶液清洗后用OTC保
鲜剂固定，液氮保存待RT-PCR及Western Blot测定，1份用中性
福尔马林固定，以待免疫组化测定。
5. 免疫组织化学染色 免疫组织化学染色按S-P免疫组
化试剂盒说明进行。简要步骤如下：①石蜡切片常规脱蜡和水
化；②0.1mol/L枸橼酸盐缓冲液（pH 6.0）98℃，20min进行微波
抗原修复；③过氧化酶阻断溶液阻断内源性过氧化物酶的活性
10min；④非免疫动物血清室温孵育10min；⑤一抗（1∶500稀释
的兔抗鼠AQP3及1∶500稀释的鸡抗鼠AQP9）4℃孵育过夜，用
PBS代替一抗作为阴性对照；⑥二抗（Elivision plus即用型抗体
及1∶2 500稀释的羊抗鸡抗体）室温孵育10min；⑦链霉菌抗生
物素-过氧化物酶溶液室温孵育10min；⑧DAB显色，苏木素复
染，中性树胶封固。用Meta Morph 4.5（美国）图象分析系统,测
定各组AQP3、AQP9阳性细胞的平均光密度值（average optical 
Changrun Formula on functional constipation rat models might through inhibiting the expression of AQP3 in proximal colon, and 
accelerating on expression of AQP9 in distal colon, and the regulating mechanism might relate with the inhibition on P38MAPK 
and AKT phosphorylation.    
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density，OD）。OD=LgGreyo/Greyi（Greyo：入射光强度，空白视
野的平均灰度值，即代表本底光或光源的强度，Greyi：透射光
强度，即被测物体的平均灰度值），是被测结构截面内各像素
的光密度的算术平均，可反映组织细胞被染色的深浅。检测结
果用x-±s表示。
6. 实时荧光定量聚合酶链反应（qRT-PCR） 取液氮冻存
新鲜结肠组织，按说明书用Trizol法提取总RNA，1g总RNA经
逆转录合成20μL cDNA,经ABI Primer Express10软件设计荧光
定量PCR引物，由大连宝生物工程有限公司合成。β-actin上、下
游引物序列分别为5’-CCT GGC ACC CAG CAC AAT-3’和5’-
GCC GAT CCA CAC GGA GTA-3’；AQP3上、下游引物序列分别
为5’-CCT CTG GAC ACT TGG ATA TGA T-3’和5’-GGG ACG 
GGG TTG TTG TAG-3；AQP9上、下游引物序列分别为5’-CTC 
CTG ATT ATT GTC ATT GC-3’和5’-ATC CAC CAG AAG TTG 
TTT-3’。以逆转录得到的cDNA为模板，进行实时荧光定量
聚合酶链反应，反应体系共10μL。反应条件为：95℃ 30min；
95℃ 10S，60℃ 30S，共40个循环。以β-actin基因为内参照，
CFX96Manager软件分析结果。
7. Western Blot 取液氮冻存新鲜结肠组织，提取总蛋
白，每组各取20μg蛋白质加等体积的上样缓冲液（135mmol/L 
Tris-HCl pH6.8，20%甘油，0.02%溴酚蓝，6% SDS，10% β-
巯基乙醇） 热变性后再在10%胶上行SDS-PAGE，电泳后将蛋
白质转移至PVDF膜。5%脱脂牛奶室温封闭2h，一抗（1∶500 
稀释的兔抗鼠AQP3及1∶500稀释的鸡抗鼠AQP9）4℃孵育过
夜，TBST（20mmol/L Tris-Cl，140mmol/L NaCl，pH7.6，含0.1% 
Tween-20）漂洗，1∶2 500辣根过氧化物酶标记羊抗兔二抗
（AQP9用羊抗鸡二抗）室温孵育，TBST漂洗，ECL发光，X片曝
光，显影，定影。β-actin选作内参，ImageQuant软件分析蛋白质
条带的灰度值，计算蛋白质表达的相对强度。
8. 统计学方法 采用SPSS 19.0软件对数据进行统计学分
表1 复方地芬诺脂对大鼠排便情况的影响（x-±s）
组别 n 首粒黑便排出时间（min） 6h内排便粒数 6h内排便重量（g）
空白组 12 67.2±13.2 37±6.2 0.34±0.12
模型组 48 175.7±15.1* 16.5±7.4* 0.21±0.11*
注：与空白组比较，*P＜0.05。
表2 AQP3及AQP9平均光密度值（x-±s，n=12）
组别
近端结肠黏膜 远端结肠黏膜
AQP3 AQP9 AQP3 AQP9
空白组 0.278±0.03 0.270±0.018 0.296±0.008 0.273±0.020
模型组 0.327±0.052* 0.262±0.107 0.301±0.057 0.203±0.027*
肠润方组 0.268±0.036△ 0.265±0.019 0.298±0.009 0.278±0.005△
麻仁丸组 0.266±0.053△ 0.261±0.013 0.299±0.012 0.265±0.096△
注：与空白组比较，*P＜0.05；与模型组比较，△P＜0.05。
图1 免疫组化检测大鼠结肠近端黏膜AQP3 
分布及表达（SP×400）
注：A. 空白组；B. 模型组；C. 肠润方组；D. 麻仁丸组。下图同。
图2 免疫组化检测大鼠结肠远端黏膜AQP9 
分布及表达（SP×400） 
析，计量资料数据以x-±s表示，多组间数据比较采用单因素方
差分析，两组间数据比较采用独立样本t检验，以P<0.05为差异
有统计学意义。
结果
1. 复方地芬诺脂诱导建立便秘模型 见表1。复方地芬诺
脂连续灌胃模型组大鼠的首粒黑便的排出时间、6h内的排便粒
数和排便重量与空白组比较有显著性差异（P＜0.05），提示功
能性便秘大鼠模型成功复制。
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2. 肠润方下调近端结肠黏膜AQP3表达，上调远端结肠
黏膜AQP9表达 见图1-图2，表2。免疫组化染色结果显示：
AQP3阳性细胞主要位于结肠黏膜表层柱状上皮，且均为吸收
细胞胞浆着色，杯状细胞未见到阳性着色（图1），AQP9阳性
细胞主要位于结肠黏膜表层柱状上皮，且均为杯状细胞胞浆
着色，吸收细胞未见到阳性着色（图2）；模型组近端结肠黏
膜AQP3表达较空白组明显上升，而远端结肠黏膜AQP9表达
较空白组显著下降（t值分别为3.148和7.069，P<0.05）；经肠
润方治疗后，近端结肠黏膜AQP3表达显著下降（t值为3.175，
P<0.05），与空白组接近（t值为1.002，P>0.05），而远端结肠
黏膜AQP9表达显著上升（t值为9.31，P<0.01），与空白组接近
（t值为0.917，P>0.05）；经麻仁丸治疗后，近端结肠黏膜AQP3
表达显著下降（t值为3.936，P<0.01），与空白组接近（t值为
0.946，P>0.05），而远端结肠黏膜AQP9表达显著上升（t值为
7.432，P<0.01），与空白组接近（t值为0.258，P>0.05）；肠润方
组与麻仁丸组近端结肠黏膜AQP3及远端结肠黏膜AQP9表达
差异均无统计学意义（t值分别为0.151及0.608，P＞0.05）。
3. 肠润方调控AQP3及AQP9表达与激活P38MAPK信号
通路相关 见图3。为探究肠润方下调近端结肠黏膜AQP3表
达及上调远端结肠黏膜AQP9表达的分子机制，用P38MAPK
抑制剂SB203580阻断P38MAPK信号通路后，qRT-PCR检测
AQP3及AQP9表达，其结果显示：肠润方联合P38MAPK抑
制剂SB203580治疗后，近端结肠黏膜AQP3 mRNA显著上升
（t=5.922，P<0.05），与模型组接近（t=0.916，P＞0.05）；而远
端结肠黏膜AQP9 mRNA水平显著下降（t=4.038，P＜0.01），与
模型组接近（t=1.579，P＞0.05），提示肠润方调控AQP3及AQP9
表达与激活P38MAPK信号通路相关。
见图4。进一步用Western Blot检测P38MAPK信号通路
关键蛋白P38K及P-P38发现：肠润方联合P38MAPK抑制剂
SB203580治疗后，结肠黏膜P-P38/P38相对表达水平显著下降
（t=19.419，P＜0.01），与模型组接近（t=0.646，P>0.05），提示
肠润方调控AQP3及AQP9表达与激活P38MAPK信号通路关键
蛋白P38磷酸化相关。
讨论
目前研究表明，某些AQP可通过影响结肠对水分的过度
吸收和（或）肠液分泌减少，从而参与便秘的发生[5]。本研究结
果显示便秘模型组大鼠近端AQP3表达较空白组明显增加，说
明AQP3蛋白可能参与结肠对肠腔内的水分的吸收，提示AQP3
蛋白过表达，加剧结肠黏膜对水分的吸收，导致便秘发生。便
秘模型组大鼠远端AQP9表达较空白组明显降低，说明AQP9蛋
白可能参与了结肠黏液分泌，保护黏膜润滑肠道促进粪便排
出，提示AQP9蛋白低表达，杯状细胞黏液分泌减少，导致便秘 
发生。
AQPs的发现为探讨中医水液代谢的本质研究、中医药作用
机制的探讨及新药的发掘提供了一个良好的平台。肠润方由玄
参、麦冬、炒白术、槟榔、火麻仁、枳实等6味中药组成，具有滋
阴润肠、健脾行气的功效。本研究结果显示肠润方组近端结肠
AQP3含量显著低于便秘模型组（P<0.05），远端结肠AQP9含
量显著高于便秘模型组（P<0.05），说明肠润方具有滋阴润肠
的作用，能抑制近端结肠黏膜AQP3表达及促进远端结肠黏膜
AQP9表达，从而使近端结肠黏膜减少对水分的吸收，同时增加
远端结肠黏膜分泌一定量黏液，达到治疗便秘效果。
P38丝裂原激活蛋白激酶（P38MAPK）是高度保守的丝
氨酸/苏氨酸丝裂原激活蛋白激酶（mitogen-activated protein 
kinase，MAPK）家族成员，其主要功能是将胞外的信号传递至
胞内，调节细胞的生命活动，是细胞信息传递的交汇点和共同
通路[6-8]。有研究证明油酸在非酒精性脂肪变性肝细胞模型中
诱导水通道蛋白3（AQP3）和AQP9表达改变的相关信号转导
机制时发现油酸通过激活p38 MAPK信号通路下调AQP3的表
达，而通过抑制磷脂酰肌醇-3激酶/丝氨酸苏氨酸蛋白激酶途
径并激活p38MAPK途径刺激AQP9表达升高[9]。还有研究表明
P38MAPK信号通路与AQP3、4、5、8等表达亦相关[10-13]。为探
究肠润方调控AQP3及AQP9表达的分子机制与P38MAPK信号
通路的关系，我们用P38MAPK信号通路抑制剂SB203580预先
行大鼠腹腔注射，阻断P38MAPK信号通路后，qRT-PCR检测
AQP3及AQP9表达，其结果显示：肠润方联合P38MAPK抑制剂
图4 Western Blot检测大鼠结肠黏膜P-P38MAPK及P38MAPK
蛋白表达
注：A. 肠润方组；B. 肠润方+SB组；C. 模型组。
** **
图3 qRT-PCR检测大鼠结肠黏膜AQP3及AQP9 mRNA表达水平
注：与肠润方组比较，*P＜0.05，**P＜0.01。下图同。
* *
*
*
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SB203580治疗后，近端结肠黏膜AQP3 mRNA水平由肠润方组
下调的0.567±0.071上升为0.960±0.218（t=5.922，P<0.01），而
远端结肠黏膜AQP9 mRNA水平由肠润方组上调的1.485±0.210
下降为1.116±0.235（t=4.038，P<0.01），说明阻断P38MAPK信
号通路后，肠润方基本失去调控AQP3及AQP9表达的能力，这
提示肠润方调控AQP3及AQP9表达与激活P38MAPK信号通路
相关。进一步用Western Blot检测P38MAPK信号通路关键蛋
白P38K及P-P38发现：肠润方联合P38MAPK抑制剂SB203580
治疗后，结肠黏膜 P- P 38/ P 38相对表 达 水平由肠润方组的 
1.103±0.081下降为0.593±0.04（t=19.419，P＜0.01），提示肠润
方调控AQP3及AQP9表达与激活P38MAPK信号通路关键蛋白
P38磷酸化相关。
中药复方肠润方治疗功能性便秘临床疗效显著，而作用机
制未明，因此，在本研究中我们尝试设计动物实验，探究肠润
方对便秘模型大鼠结肠AQP3、AQP9表达的影响及其可能调控
机制。结果显示肠润方能下调近端结肠黏膜AQP3表达，减少黏
膜对水分的进一步吸收，同时上调远端结肠黏膜AQP9表达，促
进黏膜分泌黏液润滑肠道，以达到润肠通便作用，其作用机制
可能与促进P38MAPK磷酸化，进而激活P38MAPK信号通路相
关。这一结果初步阐明了肠润方治疗功能性便秘的药理机制，
并为临床筛选治疗功能性便秘药物靶标提供了一种新的思路。
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